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1. Wstęp
Substancje z grupy szikoniny posiadające antybakteryjną aktywność są stosowane jako 

banArniki oraz w kosmetyce i przy leczeniu ran i oparzeń. Otrzymywane są one głównie z korzeni 
Lithospermum erythrorhizon oraz od szeregu lat również z hodowli kalusów i zawiesin komór
kowych tej rośliny (1,2,3). Królikowska i Świątek wykryli obecność pochodnych szikoniny w 
korzeniach rosnącego w Polsce Lithospermum arvense (4). Barwniki szikoninowe o 
właściwościach antybakteryjnych otrzymano również z Alkanna tinctoria, rośliny z rodziny Bora- 
ginaceae, podobnie jak z Lithospermum sp. (5).

Celem pracy było otrzymanie hodowli korzeni, kalusów i zawiesin komórkowych L. arvense 
i A. tinctoria oraz zbadanie ich zdolności do wytwarzania barwników - pochodnych szikoniny.

2. Materiały i metody
Do badań jako materiału użyto korżeni, tkanki kalusowej i zawiesiny komórkowej Lithosper

mum arvense oraz Alkanna tinctoria. Korzenie A. tinctoria uzyskano w hodowli in vitro z kalusa 
rosnącego na agarowym podłożu B-5 (6) z dodatkiem 2 mg/l kwasu indolilo-3-octowego 
i 0,1 mg/l kinetyny. Korzenie przybyszowe tworzące się u nasady liści L. arvense na podłożu B- 
5 wykorzystano jako materiał wyjściowy do ich hodowli. Odcięte korzenie umieszczano w 
płynnym podłożu B-5 z dodatkiem kwasu indolilo-3-masłowego (IBA) w ilości 2 mg/l. Hodowlę 
prowadzono na wytrząsarce. Po 4 tygodniach oznaczano biomasę i zawartość barwników szi- 
koninowych. Kalus otrzymano z pędów L. arvense i A. tinctoria, stosując podłoże B-5 zawierają
ce jako regulatory wzrostu &-benzyloaminopurynę (BAP) i lAA odpowiednio w ilości 0,2 i 1 mg/l. 
Na tym podłożu nagromadzano również biomasę kalusa prowadząc hodowlę na skosach aga
rowych. W celu otrzymania barwników tkankę kalusową przenoszono na zmodyfikowane, aga
rowe podłoże B-5 (tab. 1). Zawartość barwników szikoninowych określano w tkance kalusowej 
po trzech tygodniach hodowli. Dla zwiesiny komórkowej jako podłoże produkcujne stosowano 
pożywkę M-9 wg Y. Fujita (2) ze zwiększoną ilością fosforu i z dodatkiem 0, 2 mg/l \AA i 2 mg/l 
kinetyny (tab. 1). Zawiesiny hodowano w kolbach o pojemnności 250 ml, zawierających 30 ml 
pożywki. Do każdej kolby wprowadzano 2,5 g świeżej, rozdrobnionej masy kalusa. Hodowlę 
kontynuowano na wytrząsarkach rotacyjnych; zawartość barwnika oznaczano po 8 dniach. 
Wszystkie hodowle prowadzono w ciemności w temp. 25'’C.

W celu oznaczenia zawartości barwników szikoninowych biomasę korzeni kalusa i zawiesin 
komórkowych po oddzieleniu od podłoża zalewano metanolem i poddawano homogenizacji 
przez 5 min. Następnie komórki umieszczano w temp. -10°C na 24 godz. Tak przygotowany 
materiał ponownie wirowano przez 20 min przy 4000 obrotów na min. Zebrany supernatant 
odparowywano do sucha na wyparce próżniowej w temperaturze 40°C, Osad rozpuszczano
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T a b e I a 1

Skład pożywek do produkcji barwników szikoninowych

Składniki Bg-zmod yf i kowana 
(mg/l)

M-9
(mg/l)

NaH2P04 X H2O 40 40

KNO3 1500 80

(NH4)2S04 - -
MgS04X 7H2O 250 750

Na2S04 - 1480

Ca(N03)2X 4H2O - 694

KOI - 65

FeNaEDTA 43 1,8

CaCl2 115 -

MnS04X HjO 10 -

H3BO3 3 4,5
ZnS04X 7H2O 2 3
CUSO4X 5H2O 0,8 0,8

C0CI2X 6H2O 0,025 -

Na2Mo04X 2HgO 0,250 -

KJ 0,75 -

Myo-inositol 100 -

lAA 0,2 0,2

BAP 2 -

Kinetyna - 2

Agar 7,5 g -
Sacharoza 20 g 30 g

ph pożywki - 5,6 - przed autoklawowaniem

w 1 ml chloroformu. Zawartość barwników oznaczano wg metody Mizukami (7). Pobierano 0,1 
ml chloroformowego ekstraktu i odparowywano do sucha. Do pozostałości dodawano 5 ml 
2,5% KOH i wytrząsano 10 min. Absorbancję mierzono przy długości fali 622 nm. Szikoninę sto
sowano jako wzorzec.

W celu identyfikacji barwników szikoninowych prowadzono rozdział za pomocą TLC. Sto
sowano płytki DC-Alufolien Kieselgel 60 (MERCK), używając do rozwijania chloroform oraz 
mieszaninę chloroform:benzen, 1:1. Równocześnie prowadzono rozdział następujących sub
stancji wzorcowych: acetyloszikoniny (AS), szikoniny (S), /^f,/^-dwumetylo-akrylo-szikoniny 
(DMAS), /(f-hydroksyizowaleryloszikoniny (HIVS), alkaniny (A). Przybliżony skład procentowy 
banwników w badanym materiale określano na podstawie pomiaru powierzchni szczytów uzy
skanych po odczycie densytometrycznym chromatogramów. Za 100% przyjęto całkowitą 
zawartość wszystkich pochodnych szikoninowych.

Substancje wzorcowe pochodnych szikoniny otrzymano od T. Morimoto z Mitsui Petroche
mical Industries w Yamaguchi-Ken.
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3. Wyniki i dyskusja
Najlepsze wyniki w hodowli sterylnej korzeni uzyskano, gdy otrzymano je z kalusa A. tincto- 

ria i z liści L arvense. Po 3 tygodniach hodowli na podłożu B-5 w obecności IBA 2 mg/l bioma
sa w obydwu przypadkach zwiększała się ponad 5-krotnie. Zawartość natomiast barwników szi- 
koninowych wynosiła 2,12% w stosunku do suchej masy w korzeniach A. tinctoria i 0,93% w 
korzeniach L an/ense (tab. 2). Zarówno dla otrzymania barwników z zawiesiny komórkowej, jak i 
z kalusa, namnażano biomasę na agarowym podłożu B-5 z dodatkiem \AA i BAP w ilości odpo
wiednio 1 i 0,2 mg/l. Na podłożu tym po 3 tygodniach wzrostu biomasa zwiększała się ponad 
12-krotnie, ale tkanka nie wykazywała czerwonego zabarwienia. Przeniesienie tkanki kalusowej 
na agarowe podłoże B-5 z zawartością \AA i BAP w ilości odpowiednio 0,2 i 2 mg/l powodowało 
intensywne zabarwienie tkanki na czerwono przy znacznie powolniejszym namnażaniu biomasy, 
2-3 krotne w ciągu trzech tygodni. Zawartość barwników szikoninowych wynosiła po tym czasie 
3,25% suchej masy w kalusie A. tinctoria i 0,78% suchej masy w kalusie L. arvense. W hodowli 
zawiesin komórkowych uzyskiwano większą wydajność barwników, gdy do płynnego podłoża 
produkcyjnego wprowadzano rozdrobnioną tkankę kalusową ze skosów agarowych niż 
biomasę komórkową namnażaną uprzednio w hodowli wgłębnej. Po 8 dniach hodowli 
zawartość barwników wynosiła 1,38% suchej masy w zawiesinie komórkowej A. tinctoria i 0,70% 
suchej masy w zawiesinie komórkowej L arvense. Wydaje się intrygujące, że nie uzyskiwano 
większej wydajności tych związków w kalusach i zawiesinach komórkowych otrzymanych z ko
rzeni zamiast z pędów badanych roślin.

T a b e I a 2

Zawartość barwników szikoninowych w korzeniach, kalusach 
I zawiesinach komórkowych L. an/ense i A. tinctoria

Materiał
Zawartość barwników w mg/g suchej masy

L. arvense A. tinctoria

korzeń 9,3 21,2

kalus 7.8 32,5

zawiesina 7,0 13,8

T a b e I a 3

Przybliżony skład procentowy barwników szikoninowych w korzeniach, kalusach

Barwnik
L. arvense A. tinctoria

korzeń kalus zawiesina korzeń kalus zawiesina

DMAS 60 60 25 65 55 30

AS 25 10 45 35 45 70

S 0 10 15 0 0 0

HIVS 15 20 15 0 0 0

Szybkość namnażania biomasy w stosowanych w pracy warunkach była podobna dla obu 
roślin. Wykorzystanie tkanek kalusowych i zawiesin komórkowych do otrzymywania barwników 
szikoninowych może być bardziej korzystne niż korzeni, ze względu na szybsze namnażanie 
biomasy. W L. arvense zidentyfikowano cztery barwniki szikoninowe: DMAS, AS, HIVS, S

BIOTECHNOLOGIA 4 (19) '92



WYTWARZANIE POCHODNYCH SZIKONINY 59

(tab. 3). Występowały one zarówno w korzeniach jak i w kalusie oraz w zawiesinie. Nie wykryto 
jedynie szikoniny w korzeniach. Zarówno w korzeniach jak i w kalusie wykryto największe ilości 
DMAS, a w zawiesinie AS. W A. tinctoria stwierdzono obecność dwóch banwników DMAS i AS. 
Analogicznie jak u L. arvense wykryto największe ilości DMAS w korzeniach i w kalusie, a w 
zawiesinie było ponad dwukrotnie więcej AS niż DMAS. Podobnie w zawiesinie komórkowej 
Lithospermum erythrorhizon wg Fujita i wsp. (8) w największych ilościach wytwarzana była AS, 
natomiast szikonina tylko w śladowych. Nie wykryto obecności alkaniny ani u A. tinctoria ani 
u L an/ense.
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Production of shikonin derivatives by root, callus and suspension cultures 
of Lithospermum arvense and Alkanna tinctoria
Summary

Root, callus and suspension cultures of L. arvense and A. tinctoria were obtained. Ail the above men
tioned cultures were able to produce shikonin derivatives. The qualitative composition of the shikonin 
derivatives in callus and suspension cultures was similar to that of root culture, but it differed quantitatively. 
Total content of shikonin compounds under the same culture conditions was higher in A. tinctoria than in 
L. arvense.
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